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NOUVELLES SEQUENCES PHOSPHORYLEES DE LA PHOSPHATASE 
CD25B, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES SEQUENCES AINSI QUE 
LEUR UTILISATION 

La presente invention a pour objet de nouvelles s6quences phosphorylees de la 
phosphatase CD25B ainsi que des anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre 
ces sequences. La presente invention a egalement pour objet l'utihsation de ces 
nouvelles sequences phosphorylees notamment pour la mise en omvre d'une methode 
de diagnostic in vitro de cancers chez l'homme ou l'animal. 

Les mecanismes qui contrdlent la division des cellules mettent en jeu de 
nombreux acteurs dont les activites sont regulees par des factions de phosphorylation 
et de dephosphorylation, impliquant des kinases et des phosphatases. Des deregulations 
de ces mecanismes ont ete identifies dans de nombreux cancers. Leur identification et 
leur caracterisation ouvrent aujourd'hui de nouvelles perspectives pour le diagnostic et 
le traitement de la maladie cancereuse. 

CDC25B est une phosphatase regulatrice du cycle cellulaire essentielle pour $ 
controle de l'entr6e en mitose. Elle appartient a une famille qui compte trois membre| 
codes par des genes differents (CDC25A, B et C) chez les manuniferes. La protein^: 
CDC25B est exprimee et active en fin de phase G2 du cycle cellulaire (Baldifi et a& 
1997; Gabrielli et aL, 1996). Sa localisation intracellulaire est r6gulee par des' 
sequences NES et NLS (Davezac et al., 2000) et par son interaction avec les proteines 
14-3-3 (Mils et al., 2000 ; Forrest et al., 2001). U a ete suggere que CDC25B puisse agir 
comme un "starter" des evenements mitotiques precoces (Nilsson et al., 2000). Elle 
pourrait jouer un rSle dans l'activation initiale d'une population de CDC2/cycline B au 
niveau du centrosome avant sa translocation nucleaire (Kumagai et al., 1992- 
Hoffinann et al., 1993). CD25B active les complexes CDK/cycline pour permethe lei 
remaniements architecturaux et biochimiques qui sont n#cessaires pour permettre le 
processus de division cellulaire. Son activite est regulee par les variations de son 
expression, par son association a des partenaires regulateurs et par des evenements de 
phosphorylation. 

La proteine kinase Aurora A, 6galement connue sous le nom de STK5, est 
surexpximee dans de nombreuses tumeurs du sein. Cette expression est correl6e avJc un 
haut grade tumoral (Bischoff et al., 1998 ; Zhou et al., 1998). Cette kinase est codee par 



le gene STK15 localise que le locus 20ql3, un amplicon present dans de nombreuses 
tumeurs. Cette proteine est localis£e au niveau du centrosome (Dutertre et al., 2002). Sa 
fonction semble importante pour la separation des centrosomes (Giet et aL, 2000), leur 
duplication (Zhou et al., 1998) et Tassemblage d'un fuseau mitotique bipolaire (Giet et 
al., 2000). ^inhibition de sa fonction par la technologie de TARN interference conduit a 
la formation de fiiseaux monopolaires et sa surexpression est responsable d'une 
amplification centrosomale et d'une polyploldisation (Meraldi et al., 2002 ; Bischoff et 
al., 1998 ; Zhou et al., 1998). 

A ce jour, Tidentification des substrats de la kinase Aurora A est encore tres 
parcellaire. La phosphatase CD25B est le premier substrat identifie qui est <§galement 
co-localise au niveau des centrosomes et joue un r61e clair dans le contrSle du cycle 
cellulaire et de la proliferation. 

La presente invention d6coule de la mise en evidence par les Inventeurs du site de 
phosphorylation in vitro de la phosphatase CD25B par la kinase Aurora A, et de 
Identification de la sequence phosphorylee du variant d'epissage CD25B3 de CD25B 
sur le residu serine en position 353 . 

L'un des buts de la presente invention consiste a fournir de nouvelles sequences 
phosphorylees des differents variants de la phosphatase CD25B. 

Un autre but de V invention consiste a fournir un nouvel anticoips dirige contre 
une phosphatase CD25B phosphorylee, ledit anticorps pouvant Stre utilis6 dans le cadre 
d'un diagnostic medical, ou pour la preparation de cribles pour Identification de 
molecules liant ladite s6quence phosphorylee et susceptibles de representer de nouveaux 
agents utilisables en pharmacologic anti-tumorale. 

Un autre but de l'invention consiste & fournir un nouvel outil pour Tetude des 
mecanismes moleculaires qui conduisent a la polyploldisation et k la transformation 
cellulaire, ainsi qu'un nouvel outil permettant la mise en 6vidence de Tactivit6 de la 
kinase Aurora A sur un de ses substrats physiologiques, et par consequent 
Identification d'eventuelles perturbations quantitatives, temporelles et spatiales de 
cette activite. 



La presente invention concerne une sequence peptidique caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou est constitu6e par un fragment d'au moins environ 10 acides amines issus 
de la sequence SEQ ED NO : 1 suivante : 

TPVQNKRRRSpVTPPEEQQE SEQ ID NO : 1 

dans laquelle le residu serine en position 10 est phosphoryle, notamment par 
traitement in vitro de la sequence SEQ ID NO : 1 par la kinase Aurora A, 
ledit fragment susmentioimecontenant ledit residu s6rine phosphor^. 
• L'expression "residu phosphoryle" dcsigne " un acide amine porteur d'un 
groupement phosphate. 

La presente invention concerne 6galement une sequence peptidique telle que 
d6finie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle. comprend ou est constitute par la sequence 
SEQ ID NO: 2 suivante: 

QNKRRRSpVT P PEEQ SEQ ID NO : 2 

dans laquelle le r6sidu serine en position 7 est phosphoryle. 

La sequence SEQ ID NO : 2 . correspond a un fragment de la sequence" 
SEQ ID NO :l susmentionn6e. Plus exactement, elle correspond au fragment de 
SEQ ID NO : 1 delimite de 1'acide amine en position 4 a 1'acide amine en position 17 7 

La P r6sente invention concerne egalement une sequence peptidique telle que ? 
definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constitute par Tune des'1 
sequences suivantes : x. 

- la sequence SEQ ID NO : 3, represents le variant d'epissage CD25B1 de la 
protenie d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
339 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 4, representant un variant d'epissage CD25B2 de la 
profane d'ongine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en position 
312 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, repr&entant un variant dosage CD25B3 de la 
prote,ne d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
353 est phosphoryle, 

- la sequenee SEQ ID NO : 6, representant n„ variant dosage CD25B4 de la 
protetne d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r&idu setine en position 
374 est phosphoryle, 



. - la sequence SEQ ID NO : 7, repress, m vatiam d>ipissage CD25B5 ^ 

Proline d-origine humaine de la phosphate CDC25B, don, !e residu serine en position 
3 6 1 est phosphoryle. 

La nresente invention conceme egalemen. nn anticorps po.ye.onal on monoclonal 
suscepttble de reconualtre one sequence peptidique telle ,ne definie precedenunen. 

Un antrcorps polyclonal avantageux de Invention est caracteris* en ce qu'il est 
susceptible de reconnaure la sequence SEQ ID NO : 2 telle que definie ci-dessus 

Un tel anticorps dirige centre 1'epitope phosphoryle de sequence SEQ ID NO - 2 
est generf en inununisant des lapins avec ledit epitope. 

Plus precisement, ledit epitope est couple de facon covalente avec une proteine 
porteuse te„e one ,-hemocyanine, .e BSA on ,-ovalbumine. Les lapins sent alo,s 
_es pendant 3 mois (4 injections an total, e. !a saignee finale petnte, , 
Ration d-environ 50 m, de serum, u se™ est onsnito donhletnen, purifie P L 

Z7zr — de ^ puis - - — - — in 

La presente invention conceme egalement nn precede de preparation d-un 

- l'immunisation d'un animal par iniectinT, h« i 
SEQIDNO^tetiennedefinieci-dessns ^ 

- la firsion entie des myelomes d-nn anima. e, des splenoey.es d-un animal afin 
d'obternr des hybridomes, 

- lemise en culture des hybridomes ainsiobtenus, 

" * * P-ification par clonage d-nn' bybridome, ehoisi parmi cenx 

obtenus a I^tope precedente e, afcreton. nn anticorps dirige eontre Z 

pepttdique SEQ ID NO : 2 telle que definie ci-dessus. 

L'animal utilisepour PSape d'immnnisation es, notammen, nne sonris 

Lea myebmes utilisespour la fusion proviennent notamment une souris 

Les S p,6nocytos utilises pour !a tuaion proviennent d-nn anima, de la meme 

espeee que eeUe dont provient !es myelomes, asavoir notauuuen, nne sonris 

On ehoisit les hybridomes qui secrete* lea anticorps contre la sequence 

pept.d,que SEQIDNO.-2 S ur ,a base de ,a production d-anticorps oapabL de 



.—"ire dans un test EUSA le peptide phosphoryle utiiise pour 1'inununisanon mais 
pas le peptide non. phosphoryle. 

La presente invention eonceme egatanent une composition pharmaceutique 
caractensee en ce qu-elle contien. a titie de substance active nne sequence peptidique 
telle qne definie precedenunent, un anticorps tel que defini ci-dessus, ou un anticorps 
anti-idiotypique tel que defini : ci-dessus, . en association aveo un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

Une composition phannaceutujue avantageuse.etan I'tovoata, est oatacterisee 
- ce qu-eiie ccntien. i titie de.substence active ,a seance peptidique reptesen.ee p. 
la sequence SEQ ID NO : 2. . 

La P*-* Mention eonceme egaletnent Utilisation d-une sequence peptidique 
^ que definte cr-desaus, d'un anticetps tel qua defini ci-dessus, ou dJaLj 
^otypujue « que defini ci-dessus, pout ia preparation de tnedicatnente destines! 
trattemenl de cancers, tela que lea cancers du sein. 

La presente invention Oonoern. , galement ..^^ ^ 

definr cr-dessus. P~ .a ntise en ceuvre d'une m6t hode de diagnostic *, de 
chez 1 homme ou l'animal, notaniment de cancers du sein 

_ Selon un tnode de Nation avan.ageux, ,a preaente invention couce J 
1 utihsation d „n anticorps polyCona, te! que defini ci-dessus, dirige contie l'epitope 
phosphoryie de sequence SEQIDNO:2, pour ,a ntise en ceuvre d-une nretirode «, 
ttiagnostic ,n i*ro de cancers chez Phonune ou Panunal, notanunen, de cancers du sein ' 

La presente invention eonceme egalement une nrethode de diagnostic * vit,o de 
cancers, notanunent de cancers du sein, chez ,-honune ou Panimai, caractensee en ce . 
qu elle comprend : 

******** Chez un individu, iedit anticorps eten, ,e cas echeanr fixe sur un 
support solide,, wun 

d-etre" I" TT r ? teUe «» ***** oi-dessus, susceptible 

d eue presente dans Pechantifion bioiogique a .-aide de reactifs nrarques, noJLent 
d anticorps nrarques, reconuaiasan, soi. Panticorps Ue a .adite sequence peptidique, sort 
la sequence peptidtque Itee audi, anticotps dans ,es conrptexes Ws lors de ritape 

« T, rwtan " et k ^ peptidique -* a * d ' ete ~ 

1 echantillon btoiogtque, e, ce, le caa echeanr, apres nncage approprie du support solide 
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- La presente invention concerne egalement une methode de pronostic in vitro de 
cancers, notamment de cancers du sein, chez 1'homme ou 1'animal, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps tel que defini ci-dessus, avec un echantillon 
tumoral preleve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe sur un support 
solide, 

- la detection dW sequence peptidique telle que definie ci-dessus, susceptible 
d'*re presente dans 1'echantillon biologique a 1'aide de reactifi marques, notamment 
d'anucorps marques, reconnaissant soil 1'anticotps lie 4 ladite sequence peptidique soil 
la sequence peptidique lice audit anticorps dans les complexes form6s lors de I-ftape 
precedente entre 1'anticorps et la sequence peptidique susceptible d'etre presente dans 
1'eehantillon biologique, e. ce, le cas echlant, apres rincage approprie du support solide 

La presente invention concerne egalement l'utilisation des anticorps 
susmentionnfe de Invention dlriges contre une sequence phosphorylee de CD25B dans 
le cadre de la mise en oeuvre d'un test de diagnostic visant k detecter sur des 
prelevemens hunoraux !a presence ou non de cette sequence phosphorylee, ceci dans 
un but diagnostique ou pronostique. 

La presente invention concerne egalement un precede de criblage d'une molecule 
capable de se Iter t une sequence peptidique telle que deflme ci-dessus, ladite molfcule 
tant susceptible d'etie utilise* comme ag m , anti-mmoral ou agent anfl-proliferatif to, 
sur lea cellules en cuBure que chez un organisme vivan, ou encore contie des agents 
unectieux (parasites, champignons pathogtoes), caracterise en ce qu'il comprend • 

- la mise en pr&ence de ladite molecule avec la sequence peptidique 
susmentionnee, et 

- la detection de la liaison de ladite molecule par l'ntilisation de methodes de 
competition appmpriees, notamment par !a competition vis-a-vis de la liaison d'un 
anticorps tel que d6fini ci-dessus. 

La liaison enhe ladfte molecule avec la sequence peptidique phosphorylee peut 
tee detec.ee selon le precede suivan. : ,a sequence phosphorylee (substia, phosphoryle) 
est liee a un supper, solide ; Kncubation avec "anticorps susmentionne en solution 
pennet ensuite sa fixation qui es, revelee par rutilisation d'un anticorps secendaire 
porteur d'un chromophore ou par le marquage direc, de 1'anticorps primaire (anticorps 
de I'invention dirigi contie la sequence phosphorylee). L'incubation simultanee avec un 
compose capabie de lier ladtte S 6quence phosphorylee enframe sa fixation e, le 
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done 4tre realisee et par k bajsse de ^ ^ »*» 

dc JTT 3 ™**" Mt davamage " dms h «-» ^ sui, 

de la demonstration du fait que la iri n « B a , qw suit 

mr9sm , • x • ° ra A recomb ^nte phosphoryle 

CDC25B3 sur la s6nne 353, et de la production d'anticorps con*e la proteine CDC^B 
phosphorylee par la kinase Aurora A. . proteme CDC25B 



A) DESCRIPTION DES FIGURES 



^ I- Figures 2A, 2B e« 2C rep resentent ,es resets d-ana,^ western Mo, avee 

B>olab S )(F,gure 2B) et avee rantieorpa anti-aAurora A Tver A \ , 
francs 02/07212)(Figur= 20 D». „• ^ de br<SV£ *' 

pro^e Kinase A^T I ^ ^7 ^ ^ °"™ *'* 

CDC25B • la troY^T i "* »— «-* MBPit 

CDC25B , la trorsreme eoionne correspond , „ prot&K ^ ; 

proteinerecombtaanteMBP-CDr^'iR^T. Aurora A et a la- 

MBP CDC25B et la quatndme colotme correspond k MBP settled 

egalement to colorfes avee du DAK. ^ ° M 

effect "T* 3 "' 34 3f ^ ^ *" ^ HeLa « 4 « «- « »<ilisees pour 
effeenreruneanalyseparnnrounofluorescenee avee ,es antieorps SE96 
Les cellules HeLa des Figures 3c mt « * . 

competrtton aveo » peptide phosphory , 6 _ - « 

(MBVBELS^PLALGR). mtte 353 
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Ces Figures demontrent que le marquage observe avec l'anticorps SE96 est bien 
elimine par le peptide immunogene sous sa forme phosphoryl6e, mais pas par le meme 
peptide non phosphoryle. Par ailleurs, un peptide phosphoryle irrelevant n'a aucun effet 
competiteur, demontrant la sp6cificit6 vis-a-vis de la s£quence phosphoryle et non de la 
presence du groupement phosphate uniquement 

B) METHODES ET RESULTATS 

La kinase Aurora A recombinante phosphoryle CDC25B3 sur la s ferine 353 
La proteine recombinante CDC25B3 est phosphorylee in vitro par la kinase 
recombinante Aurora A. Le produit de la r6action de phosphorylation a 6te analyse par 
spectrom6trie de masse apres excision du gel d'electrophor&se et digestion tryptique. Le 
spectre MS/MS du peptide monophosphoryte, 353-SVTPPEEQQEABEPK-367 est 
pr6sente en Figure 1. Son analyse indique que c f est la serine 353 qui est phosphoryl6e 
par la kinase. 

De m§me, il a ete montre que la kinase Aurora A recombinante phosphoryle 
CDC25B1 sur la serine 339, CDC25B2 sur la s6rine 312, CDC25B4 sur la serine 374 et 
CDC25B5 sur la s6rine 36 L 

Production d'anticorps contre la proteine CDC25B phosphoryle par la 
kinase Aurora A 

Le peptide de sequence QNKRRRS(p)VTPPEEQ (SEQ ID NO : 2) a ete utilise 
pour Timmunisation de lapins. Apres sacrifice des animaux, le s6rum a ete purifi6 par 
chromatographie en deux 6tapes : la premiere sur une colonne de peptide phosphoryle 
pour retenir les anticorps sp6cifiques, puis la deuxieme sur une colonne du m&me 
peptide non phosphoryl6 de sequence QNKRRRSVTPPEEQ, de maniere ^ piuifier dans 
Teluat les anticorps sp6cifiques de la forme phosphorylee. La reconnaissance du peptide 
phosphoryle par les anticorps a 6te validee dans un test ELISA. Dans la suite du 
document, ces anticorps seront designes sous le nom de SE96. 

L' anticorps SE96 reconnatt CDC2SB phosphoryle par Aurora A 

Des proteines recombinantes CDC25B-MBP (Maltose Binding protein) ou MBP 
seule ont ete incubees en prdsence ou non de kinase Aurora A. Les echantillons ont 
ensuite 6t6 analyses par transfert de prolines (western blot) avec T anticorps SE96 et 



des anticorps permettant la reconnaissance de la MBP et dAurora A. Comme le montre 
la Figure 2, la proline CDC25B phosphoryI6e par Aurora A est reconnue par SE96, ce 
qui valide l'utilisation de cet anticorps dans un test Western blot. 

La proteine CDC25B phosphorylee sur la serine 353 est localisee au niveau 
du centrosome 

Des cellules HeLa ont 6te fixees et utilises pour effectuer une analyse par 
immunofluorescence avec les anticorps SE96. Les cellules ont egalement ete colorees 
avec le 4'-6 diamino-2-phenyUndole (DAPI) pour localiser le noyau. Les images 
presentees a la Figure 3 sont representatives d'observations sur un grand nombre de 
cellules. Files indiquent que la proteine CDC25B phosphorylee sur la serine 353 est 
localisee au niveau des centrosomes des Cellules en mitose. Ce marquage est aboli 
lorsqu'une competition est realisee avec le peptide phosphoryle ayant servi- a 
rimmunisation (SEQIDNO : 2), mais pas avec le peptide non phosphoryle 
(QNKRRRSVTPPEEQ) ni avec un peptide phosphoryle sans rapport avec la serine 353 
(MEVEELS(p)PLALGR). Ces observations valident l'utilisation de ce reactif.en 
immunofluorescence. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique caracterisee en oe qu'elle comprend ou est constitute 

d ' au maim environ 10 **" -** issus de k s ^»« 

£>EQ ID NO : 1 suivante : - - 

TPVQNKRRRSpVTPPEEQQE SEQ ID NO : 1 

■ ^laqueUeleresidusdrineenpositionlOestphosphoryle^ 

ledit fragment susmentionne contenant ledit residu serine phosphoryl6. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou est constituee par la sequence SEQ ID NO : 2 suivante : 

QNKRRRSpVT PPEEQ SEQ ID NO: 2 - 

dans laquelle le residu serine en position 7 est phosphoryl6. 

3. Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en cequ'elle' 
comprend ou est constituee par 1'une des sequences suivantes • ; ■ 

- la sequence SEQ ID NO : 3, repr6sentant le variant d'epissage CD25B1 de if 
Proteme d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en positiol ' 
339estphosphoryl6, 

- >» SEQ m NO: 4, repress 

«^ teme ^'° I ^^ ne humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
312 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, representan. un variant'd'epissage CD25B3 de !a 
proteuie d'origine humaine de ,a phosphatase CDC25B, don, le reaidu serine en position 
353 est phosphoryl6, 

- la sequence SEQ ID NO : 6, reprfaentant w yariant ^ 

proteme tforigine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
3 74 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 7, representan. un variant d'epissage CD25B5 de la 
proterne d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le rtsidu serine en position 
361 est phosphoryle. 
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4. Anticorps polyclonal ou monoclonal susceptible de reconnaitre une 
sequence peptidique selon l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

5. Anticorps polyclonal susceptible de reconnaitre la sequence SEQ ID NO : 2 
telle que d6finie dans la revendication 2. 

6. Precede de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 4, 
dirige contre la sequence peptidique SEQ ID NO: 2 telle que d6finie dans la 
revendication 2, caracteris6 en ce qu'il comprend Ies etapes suivantes : 

- l'immunisation d'un animal par injection de la sequence peptidique selon la 
revendication 2, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- la recuperation et purification par clonage d'un hybridome, choisi parmi ceux 
obtenus a l'etape precedente et secr6tant un anticorps dirige contre la sequence 
peptidique selon la revendication 2. 

7. Composition pharmaceutique caract6risee en ce qu'elle contient a titre de 
substance active une sequence peptidique selon l'une quelconque des revendications 1 a 
3, un anticorps selon la revendication 4 ou 5, en association avec un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

8. Utilisation d'une sequence peptidique selon; l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la preparation de 
medicaments destines au traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

9. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la mise en 
ceuvre d'une m6thode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers chez l'homme ou 
l'animal, notamment de cancers du sein. 
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. 4. Anticorps polyclonal ou monoclonal susceptible de reconnaitre une 
sequence peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 k 3. 

5. Anticorps polyclonal susceptible de reconnaitre la sequence 
SEQ ID NO : 2 telle que d6flnie dans la revendication 2. 

6. Proc6de de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 
4, dirige contre la sequence peptidique SEQ ID NO : 2 . telle que definie dans la 
revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des spl6nocytes d'un animal 
immunis6 par injection de la sequence peptidique selon la revendication 2, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la raise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- la r6cuperation et purification par clonage d'un hybridome, choisi parmi ceux 
obtenus a l'etape precedente et secretant un anticorps dirig6 contre la sequence 
peptidique selon la revendication 2. 

7. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient a titre 'jSe 
substance active une sequence peptidique selon l'une quelconque des revendications 1 i 
3, un anticorps selon la revendication 4 ou 5, en association avec un Vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

8. UtiUsation d'une sequence peptidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la preparation de 
medicaments destines au traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

9. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la raise en 
ceuvre d'une methode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers chez l'homme ou 
V animal, notamment de cancers du sein. 
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10. Methode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers, notamraent de 
cancers du sein, chez Thomme ou 1* animal, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, avec un 
echantillon biologique preleve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe 
sur un support soiide, 

- la detection d'une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 14 3, susceptible d'etre presente dans l'echantillon biologique a l'aide 
de reactifs marques, notamment d'anticorps marques, reconnaissant soit Tanticorps lie k 
ladite sequence peptidique, soit la sequence peptidique H6e audit anticorps dans les 
complexes form6s lors de Tetape precedente entre T anticorps et la sequence peptidique 
susceptible d'Stre presente dans l'Schantillon biologique, et ce, le cas echeant, apres 
rin9age approprie du support solide. 

11. Precede de criblage d'une molecule capable de se Her a une sequence 
peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, ladite molecule etant 
susceptible d'Stre utilisee comme agent anti-tumoral ou agent anti-proliferatif, 
caract6rise en ce qu'il comprend : 

- la mise en presence de ladite molecule avec la sequence peptidique 
susmentionnee, et 

- la detection de la liaison de ladite molecule par Tutilisation de methodes de 
competition appropriees, notamment par la competition vis-a-vis de la liaison d'un 
anticorps selon la revendication 4 ou 5. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CNRS 

UN I VERS I TE DE RENNES I 

<120> NOUVELLES SEQUENCES PHOSPHORYLEES DE LA PHOSPHATASE CD25B 
ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES SEQUENCES AINSI QUE 
LEUR UTILISATION 

<130> IFB 03 BH CNR CD25 

<160> 7 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> MODJRES 

<222> (10) . . (10) 

<2 2 3> PHOS PHORYLAT I ON 

<400> 1 

Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu 
15 10 15 

Gin Gin Glu 



<210> 


2 


<211> 


14 


<212> 


PRT 


<213> 


homo sapiens 


<220> 




<221> 


MOD RES 


<222> 


(7) . . (7) 


<223> 


PHOSPHORYLATION 


<400> 


2 



Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
1 5 io 



<210> 3 

<211> 566 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (339) . . (339) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 3 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 



2 



Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 ■ 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 * 70 75 80 

Ser Glu Ser Ser Leu Ser Ser.-Glu Ser Se'r Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 90 95 

Leu Cys Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu' Gin 
100 105 no 

Thr Phe Glu Gin Ala lie. Gin Ala Ala Ser Arg He He Arg Asn Glu 
115 120 125 

Gin Phe Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 
130 135 ; 140 

His Ser Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 
145 150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 
165 170 175 

Asp Lys Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro Thr 
180 185 , 190 

His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu 
195 200 205 

Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser 
210 215 .220 

Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly 
225 230 235 240 

Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu As'p Asp Gly 
245 250 255 

Phe Val Asp He Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro 
260. 265 270 

Pro Gly Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu, Val Lys Thr Leu Glu 
275 . 280 , 285 

Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys Gin Arg Leu 
290 295 300 



Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He Arg Pro lie Leu Lys 
305 310 315 " 320 

Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg- Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg 
325 330 335 
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Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro 
340 345 350 

Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu He Glu 
355 360 



365 



Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu He Gly Asp Tyr Ser Lys 
370 375 3 8 o 

Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr 
J85 390 J 2 



395 



400 



He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn 
405 410 415 

He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr 
420 425 43 0 

Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp 

440 , 445 

Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie Ala Pro Cys Ser Leu Asp 
450 455 460 

Lys Arg Val lie Leu lie Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly 



475 480 
Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp 



490 495 
Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys Gly Gly Tyr 



505 510 
Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr 



520 525 
Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe Arg 



540 



Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg Glu Leu Cys 
545 550 555 ' 560 

Ser Arg Leu Gin Asp Gin 

565 \ 



<210> 4 

<211> 539 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MODJIES 

<222> (312) . . (312) 

<223> PHOSPHORYLATION 



<400> 4 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 



4 



Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Glv 
50 55 60 



Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Ara 
65 .70 75 80 g 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu.Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 

• •' 85 . ' . 90'- J 95 

Ser Ser Leu Ser Ser. Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 . . no 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
... 115 120 .. 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg He" lie Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser. Met Pro Asp Gly Phe Val Phe Lys Met 
145 150 155 16Q 

Pro Trp Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp 
165 170 175. 

Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp 
180 185 iso ■ 

Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser 
195 200 205. 

Pro Leu Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr 
210 215 .220 

Glu Glu Asp Asp Gly Phe Val. Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp 



230 



235 



240 



Asp Asp Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu 
245 250 < 



255 



Val Lys Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser 
260 • 265 * 270 

Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He 
275 280 285 

Arg Pro He Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro 
290 295 300 

Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin 
305 310 315 320 

Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys 
325 330 335 



His Asp Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie 
340 345 350 

Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His 
355 360 365 

Gin Asp Leu Lys Tyr lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr 
370 375 380 

Gly Lys Phe Ser Asn lie Val Asp Lys Phe Val lie Val Asp Cys Arg 
385 390 r 395 ~ 400 

Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His lie Lys Thr Ala Val Asn Leu 
405 410 415 

Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie Ala 
420 425 430 

Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val lie Leu lie Phe His Cys Glu Phe 
435 440 . 445 

Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe lie Arg Glu Arg Asp 
4 50 455 460 

Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr lie 
465 470 475 ^ 480 

Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys 
485 490 495 

Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu 
500 505 510 

Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser 
515 520 525 



Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
530 535 



<210> 5 

<211> 580 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens ' 
<220> 

<221> MODJRES 

<222> (353) , . (353) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 5 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 



Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 
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Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Glv 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr. Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arq 
65 70 75 so 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 go 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu .Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 ' no 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp-Pro His "Met Ala Glu Gin Thr Phe 

■ H5 • ,120:'' .'• \" . 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg He He Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly His Ser 
145 150 . 155 160 

Pro Val Leu Arg Asn He Thr Asn Ser Glh Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 170 * 175 

.Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lvs 
180 :. 185 190 

Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp' Lys Pro Thr His Pro 
I 95 .200 . 205 

Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe 
210 . 215 .220 

Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp 
225 230 , 235 240 

Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly Arg Phe 
245 250 255 

Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp Gly Phe Val 
260 265 270 

Asp He Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro Pro Glv 
275 280 ~ 285 r 

MSt oi^ Ser LeU Ile Ser Ala Pro Leu Val Thr Leu Glu Lys Glu 

290 295 300 

Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg 
305 .310 315 32 ^ 

Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He Arg -Pro He Leu Lys Arg Leu 
325 330 335 

Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg 
340 345 350 

Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala 
355 360- 365 



Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu lie Glu Asn Leu 
370 375 380 

Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe 
385 390 395 ~ 400 

Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr lie Ser 
405 410 ~ 415 

Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn lie Val 
420 425 430 

Asp Lys Phe Val lie Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly 
435 440 445 

Gly His lie Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu 
450 455 460 

Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg 
465 470 . 475 480 

Val lie Leu lie Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg 
485 490 " 495 

Met Cys Arg Phe lie Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro 
500 505 510 

Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr lie Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu 
515 520 525 

Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro 
530 535 540 

Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys 
545 550 555 560 

Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg 
565 570 575 

Leu Gin Asp Gin 
580 



<210> 6 * 

<211> 601 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (374) . . (374) 

< 2 2 3 > PHOS P HORYLAT ION 

<400> 6 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
1 5 10 15 



Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 
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Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
J ~> 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
bu 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 70 75 - 80 

Ser Glu Ser Ser. Leu Ser Ser- Glu. Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 90 95 

Leu Cys Met. Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin 
" • 100 . 105 ' no 

Thr Phe Glu Gin Ala He Gin Ala Ala Ser Arg He He, Arg Asn Glu 
115 120 125 ' 

Gin Phe Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 

135 . 140 

His Ser Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 

150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 
165 170 175 

Asp Lys G1U Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala Leu Arg 
■ 180 185 190 

Glu Glu Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp Pro 
' 200 205 

Pro Leu Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp 

215 220 

Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp. Ala Ser 

230 235 240 

Arg Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met 

245 250 255 

Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu 
260 265 270 

Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu 
275 280 285 

Asp Asp Gly Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp. Leu. Lys Asp Asp Asp 

295 300 

Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser Leu He Ser Ala Pro Leu Val Lys 

310 315 320 

Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys 
325 330 "* J " 



335 



Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser. Met Pro Cys Ser Val lie Arg Pro 
J4U 345 350 
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lie Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin 
355 360 365 

Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala 
370 375 380 

Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp 
38 5 390 395 - 400 

Glu He Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu He Gly Asp 
405 410 " 415 

Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp 
420 425 430 

Leu Lys Tyr He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys 
435 440 445 

Phe Ser Asn He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro 
450 455 . 460 



Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu 
46 5 470 475 480 

Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys 
485 490 495 

Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser 
500 505 510 

Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala 
515 520 525 

Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys 
530 535 540 

Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro 
545 550 555 560 

Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys 
565 570 575 

Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg S^r Arg Arg 
580 585 5§ 0 

Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
595 600 



<210> 


7 


<211> 


588 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo sapiens 


<220> 




<221> 


MOD RES 


<222> 


(361) . . (361) 


<223> 


PHOS PHORYLATION 
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<400> 7 

Met Glu Val Pro. Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 

5 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 

25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 

40... .45 

Ser ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 

' M - j 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 

/D 80 



Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser 



90 



Glu 



95 

3er Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 

105 11Q 

Met .Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 

120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala. Ser Arg H e Ile ^ Asn Glu Gln ph@ 

Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly His. Ser 

155 16 o 
Pro Val Leu Arg Asn lie. Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 !70 ~ 175 

Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lys 

185 19Q 

Glu Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala. Leu Arg Glu . Glu 



Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp .Pro Pro Le* 



205 

22 0 



i 



Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro 

235 240 
Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg 

250 255 
Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu 

265 270 

Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu 

280 285 
Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp 



300 



Gly Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Leu Val Met Tyr 

315 320 



11 



Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val 
325 330 335 

lie Arg Pro lie Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr 
340 345 35 0 

Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
355 360 3 6 5 

Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu 
370 375 380 

Cys His Asp Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu 
385 3 90 395 400 

He Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys 
405 410 415 

His Gin Asp Leu Lys Tyr lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu 
420 425 430 

Thr Gly Lys Phe Ser Asn lie Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys 
435 440 445 * 3 

Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn 
450 455 460 

Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He 
465 470 475 4 8 o 

Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu 
485 490 495 

Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg 
500 r ' r " 



505 



510 



Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr 
515 520 525 

lie Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe 
530 535 540 

Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp 



550 



555 



560 



Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg 

565 570 575 

Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 

580 585 
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